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第 1 章 諸言 
生物の身の回りには、様々な化学物質が存在している。その中には、ビスフ
ェノール A (BPA) のように、たとえ非常に低用量であっても生体機能に悪影響
を及ぼす恐れのある化学物質が存在する。BPA は広く工業製品等に使用されて
いるが、エストロジェン受容体とその関連受容体を介したシグナル伝達をかく
乱することが知られ、生物の生殖内分泌系や中枢神経系への様々な影響が懸念
されている。近年、BPA を含む化学物質暴露によるエピジェネティック修飾影
響の恐れが指摘されつつあり、特に生殖細胞のエピジェネティック修飾への影
響は次世代個体の表現型への影響も懸念されている。 
本研究は特に雄個体への影響に着目し、BPA あるいはその代替候補物質であ
るビスフェノール AF (BPAF) の慢性的な暴露によって生じる雄性生殖細胞への
エピジェネティック修飾影響、および次世代雄個体に生じる中枢神経系、生殖
内分泌系への影響を解析することで化学物質暴露の世代を超える影響について
明らかにすることを目的とする。 
 
第 2 章 マウス精子発生過程および精巣上体精子における 
エピジェネティック修飾状態の解析 
序論 
生物において精祖細胞が精母細胞に分化し、精子細胞そして精子になる過程
を精子発生過程という。精子発生過程には DNA の複製や減数分裂、ヒストンか
らプロタミンへの置換など様々なイベントが生じる。それらを正確に行うため
には、正確な遺伝子発現の制御が重要である。近年、エピジェネティック修飾
による遺伝子発現調節機構が着目されており、特にヒストン H3 の各リジン残基
における修飾と遺伝子発現との関連について数多く報告されている。一方で、
ヒストン H3 とヘテロマーを構成するヒストン H4 に関しては、解析が進んでお
らず、特に精子発生過程の精細胞においては、詳細な修飾パターンも不明であ
る。本章では精子発生過程での各分化段階精細胞および精巣上体精子でのヒス
トン H4 の修飾状態を解析する。 
 
結果 
精子発生過程における精細胞ヒストン H4 アセチル化修飾状態 
性成熟した C57/BL6 雄マウスの精巣切片を免疫染色法で解析した結果、ヒス
トン H4 のリジン 5, 8, 12 残基におけるアセチル化修飾 (H4K5ac、H4K8ac およ
び H4K12ac) は、プレレプトテン期、レプトテン期、ザイゴテン期精母細胞にお
いて高修飾状態を示した。その後、低修飾状態に移行したが、減数分裂期に再
び高修飾状態になった。減数分裂後においては、円形精子細胞時に再度低修飾
109
 ２ 
 
状態になったが、円形精子細胞から伸長精子細胞に分化する時期であるステッ
プ 9 から 12 の精子細胞において高修飾状態を示した。伸長精子細胞に完全に分
化したステップ 13 以降では無修飾状態を示した（図 1.2）。 
 
精子発生過程における精細胞ヒストン H4 メチル化状態 
 ヒストン H4 に対するモノメチル化、ジメチル化、トリメチル化状態は、それ
ぞれ異なる動態を示した。モノメチル化状態は、プレレプトテン期からザイゴ
テン期まで高修飾状態であり、パキテン期では一貫して低修飾状態であった。
円形精子細胞では次第に低修飾状態から中修飾状態に移行し、ステップ 9 から
12 の精子細胞では高修飾状態を示した。ジメチル化状態は、初期のパキテン期
精母細胞まで高修飾状態であり、段階的に低修飾状態へ移行し、精子細胞でも
低修飾状態を維持した。トリメチル化状態は、パキテン期までの間に漸増した。
精子細胞において低修飾状態になるが、ステップ 9 から 12 の精子細胞において
中修飾状態まで上昇した。ヒストン H4 のモノメチル化、ジメチル化、トリメチ
ル化状態は共通して減数分裂期に高修飾状態を示し、ステップ 13 以降の精子細
胞において無修飾状態を示した（図 2.3）。 
 
精巣上体精子におけるヒストン H4 および関連タンパク発現の解析 
精巣上体精子においてもヒストン H4 およびヒストン H4 タンパク質に対する
アセチル化修飾が存在することが免疫染色法とウェスタンブロット法の結果か
ら明らかとなった。また、ヒストン脱アセチル化酵素である HDAC1, HDAC2 の
発現も観察された（図 4）。 
 
小括 
 本実験によって、精子発生過程における精細胞のヒストン H4 タンパク質に対
するエピジェネティック修飾状態は動的に変動するが、精子発生過程で厳密に
制御されることが示された。また、精巣上体精子においてもヒストン H4 とその
修飾の一部はプロタミンに置き換わらず存在していることを示した。 
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第 3 章 慢性的ビスフェノール類暴露によるマウス精子発生過程および 
精巣上体精子のエピジェネティック修飾状態の解析 
序論 
BPA は環境ホルモンとしての作用が報告されている。加えて近年 BPA が生体
に及ぼす影響についてエピジェネティック修飾状態への影響も報告されている。
こうしたことから産業界では BPA に変わる物質を模索しており、BPAF はその
代替候補物質の 1 つである。しかし BPA と比較すると生体への影響の知見は限
られている。本章では BPA あるいは BPAF を離乳後から成熟期にかけて暴露さ
れた雄マウスにおける精子発生過程の各精細胞および精巣上体精子のエピジェ
ネティック修飾状態への影響を解析し明らかにする。 
 
結果 
ビスフェノール類暴露による精子発生過程へのヒストン H4 修飾影響 
6 週齢時から 12 週齢時にかけてビスフェノールを暴露されたマウス精巣にお
いて第 2 章で解析したヒストン H4 修飾部位を同様に解析したところ、ヒストン
H4K8ac について修飾状態に変化が見られた。BPA および BPAF 暴露群において、
対照群では認められない、ステップ 13 精子細胞におけるヒストン H4K8ac が観
察された。分化の進んだステップ 14 以降の精子細胞では、ヒストン H4K8ac は
どの群においても観察されなかった（図 5）。 
 
ビスフェノール類暴露による精巣上体精子エピジェネティック修飾への影響 
 第 2章にて精巣上体精子におけるヒストンH4の存在とその修飾を明らかにし
たが、ヒストン H4 の存在量は尐なく、解析手法も限られることから、BPA 暴露
による影響が知られ、ヒストン修飾と相互作用して主に遺伝子発現抑制に機能
する DNA のメチル化に着目し影響解析を行った。MBD-seq 法を使用し、対照群
と比較して各暴露群のゲノム上でDNAのメチル化が有意に上昇した領域の近傍
に存在する遺伝子を抽出しパスウェイ解析を行った（表 1）。BPA 暴露群では精
子の運動性やテロメラーゼシグナリングに関与する遺伝子群が抽出され、BPAF
暴露群では性ホルモン合成に関する遺伝子群が抽出された（図 6.7）。 
 
小括 
 本実験において、離乳後から成熟期に至るまでの BPA あるいは BPAF の慢性
的な暴露は、マウス精子発生過程におけるステップ 13 精子細胞のヒストン
H4K8ac 修飾に影響を及ぼすことが示された。また、精巣上体精子の DNA メチ
ル化変動を誘導することが示された。メチル化変動が生じるゲノム上の領域は
BPA 暴露と BPAF 暴露で異なることが明らかとなった。 
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第 4 章 慢性的 BPAF 暴露による次世代雄個体への影響 
序論 
 生物が発生発達する時期の BPA 暴露影響は、感受性の違いや不完全な関門等
により成熟期における暴露影響からは想定されない影響が生じる可能性がある
ことが近年報告されている。第 3 章において、精巣上体精子ゲノム上において
DNA のメチル化変動領域が異なったこと、および BPAF は BPA と比較してエス
トロジェン受容体に対しての反応性が異なることから、BPAF の暴露は次世代雄
個体に対して BPA 暴露影響とは異なる予期せぬ影響が生じる可能性がある。
BPA の暴露により次世代個体においては、生殖系のみならず中枢神経系への影
響が多数報告されていることから、本章では BPAF に着目して親世代に対する長
期的な暴露による次世代雄個体への中枢神経系および生殖内分泌系への影響を
解析し明らかにする。 
 
結果 
次世代雄個体を用いた行動解析試験 
対照群、10 ppm BPAF 暴露群および 100 ppm BPAF 暴露群を設定した。中枢神
経系への影響を調べるために、1 ）オープンフィールド試験、2） 明暗往来試
験、3 ）古典的恐怖条件付け学習記憶試験、から構築されるバッテリー式の行
動解析試験を行い、活動性・不安様行動・学習記憶能力を評価した。オープン
フィールド試験の結果、100 ppm BPAF 暴露群で総移動距離の増加が観察された
（図 8）。明暗往来試験の結果、三群間で有意な影響は観察されなかった。恐怖
条件付け学習記憶試験の結果、100 ppm BPAF 暴露群において、短期学習記憶能
力の低下傾向と空間連想記憶能力の低下が見られた（図 9）。音連想記憶能力へ
の影響は見られなかった。 
 
次世代雄個体脳組織の形態的解析 
 パラフィン包埋した脳組織切片を使用し、ヘマトキシリン・エオシン染色に
よって形態を観察した結果、BPAF を暴露されたマウスの脳の形態に大きな変化
は検出されなかった（図 10）。 
 
次世代雄個体大脳および海馬における mRNA の発現とパスウェイ解析 
各群の大脳と海馬をサンプリングし、マイクロアレイを行い、 Ingenuity 
Pathway Analysis を用いて解析を行った結果、100 ppm BPAF 投与群において
GABA receptor signaling への影響が検出された。パスウェイへの影響を予測する
と、前シナプスと後シナプス間の GABA 存在量の低下が予測された。 
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次世代雄個体海馬タンパク質発現解析 
各群のマウス脳組織を免疫染色法とウェスタンブロット法で解析した結果、
シナプスを構成するシナプシン、足場タンパク質であるホーマー等の発現に変
化は見られなかった。また、BPAF が結合するエストロジェン受容体の発現にも
変化は見られなかった。一方で海馬の GABA 受容体 α サブユニットの発現の低
下が示された（図 11.12）。 
 
次世代雄個体生殖系解析 
 各群のマウス精巣をヘマトキシリン・エオシン染色や免疫染色法によって解
析した結果、精子発生過程に大きな変化は生じないことが明らかとなった 
（図 13）。 
 
小括 
 本実験において、胎生期から泌乳期にかけての慢性的な BPAF 暴露は、マウス
雄個体において、短期記憶形成能力の低下傾向、および空間連想記憶能力の有
意な低下を示すことを明らかにした。また、空間連想記憶能力低下の一因とし
て海馬における GABAα受容体の発現低下が示唆された。一方で精子発生過程に
おいては、顕著な異常は確認されなかった。 
 
第 5 章総括 
 BPA あるいは BPAF の暴露によって、厳密に制御されている精子発生過程の
H4K8ac 修飾の一部に変化が生じることが明らかとなった。また、完成した精子
の DNA のメチル化にも影響が残り、変化が生じたゲノム上の領域は BPA と
BPAF で異なることが示された。また、特に BPAF の親世代に対する慢性的な暴
露によって次世代雄個体の中枢神経系、特に認知機能影響が検出され、それに
対応して、海馬領域における GABA 受容体のサブユニットの発現低下を認めた。
本研究において、BPA あるいは BPAF の慢性的な暴露は、雄性生殖細胞のエピ
ジェネティック修飾に影響を与え、特に BPAF の慢性的な暴露により、実際に暴
露された世代のみならず、親世代を介して次世代雄個体に対しても遺伝子発現
レベルや表現型として影響が及ぶことが示された。環境化学物質の暴露は生体
に対して予期せぬ形で顕在化することが、実験的に明らかとなり、その代替物
質の選択に関してより注意深く検討を重ねる必要があると考えられる。 
 
 
 
113
 ６ 
 
  
114
 ７ 
 
 
  
115
 ８ 
 
  
116
  
９ 
 
 
 
  
117
論
文
審
査
の
結
果
の
要
旨
及
び
担
当
者
 
氏
名
 
白
形
 
芳
樹
 
審
査
委
員
 
主
査
：
教
授
 種
村
 
健
太
郎
 
副
査
：
教
授
 豊
水
 
正
昭
 
 
教
授
 麻
生
 
久
 
学
位
論
文
 
題
目
 
マ
ウ
ス
雄
性
生
殖
細
胞
系
列
お
よ
び
次
世
代
雄
個
体
へ
の
低
用
量
ビ
ス
フ
ェ
ノ
ー
ル
類
慢
性
暴
露
影
響
解
析
 
論
 
文
 
審
 
査
 
の
 
結
 
果
 
の
 
要
 
旨
 
本
論
文
は
内
分
泌
か
く
乱
物
質
と
し
て
知
ら
れ
て
い
る
ビ
ス
フ
ェ
ノ
ー
ル
A 
(B
PA
) 
お
よ
び
 
そ
の
代
替
候
補
物
質
の
１
つ
で
あ
る
ビ
ス
フ
ェ
ノ
ー
ル
AF
 (B
PA
F)
 暴
露
が
、
雄
親
マ
ウ
ス
の
 
生
殖
内
分
泌
系
お
よ
び
次
世
代
雄
の
中
枢
神
経
系
に
対
し
て
与
え
る
影
響
に
つ
い
て
解
析
し
、世
 
代
を
超
え
た
ビ
ス
フ
ェ
ノ
ー
ル
類
の
暴
露
影
響
を
明
ら
か
に
す
る
こ
と
を
目
的
と
し
た
も
の
で
 
あ
る
。
本
論
文
の
第
2
章
で
は
生
殖
細
胞
系
列
の
エ
ピ
ジ
ェ
ネ
テ
ィ
ッ
ク
修
飾
、
特
に
ヒ
ス
ト
 
ン
H
4
に
対
す
る
修
飾
状
態
を
精
子
発
生
過
程
お
よ
び
精
巣
上
体
精
子
を
対
象
に
解
析
し
た
。
結
 
果
と
し
て
、
精
子
発
生
過
程
に
お
い
て
ヒ
ス
ト
ン
H
4
に
対
す
る
修
飾
は
大
き
く
変
動
し
て
い
る
 
こ
と
が
明
ら
か
と
な
り
、精
子
発
生
過
程
特
有
の
事
象
に
も
深
く
関
与
し
て
い
る
こ
と
が
示
唆
さ
 
れ
た
。
ま
た
、
完
成
し
た
精
子
は
ヒ
ス
ト
ン
を
持
た
な
い
と
考
え
ら
れ
て
き
た
が
、
マ
ウ
ス
精
巣
 
上
体
精
子
に
お
い
て
、
ヒ
ス
ト
ン
H
4
と
H
4
に
対
す
る
ア
セ
チ
ル
化
修
飾
状
態
は
一
部
維
持
 
さ
れ
て
い
る
こ
と
を
明
ら
か
に
し
た
。
本
論
文
の
第
3
章
で
は
、
BP
A
あ
る
い
は
BP
AF
の
成
 
熟
期
に
お
け
る
慢
性
的
な
暴
露
は
、精
子
発
生
過
程
お
よ
び
精
巣
上
体
精
子
の
エ
ピ
ジ
ェ
ネ
テ
ィ
 
 
 ッ
ク
修
飾
に
影
響
を
与
え
て
い
る
の
か
比
較
解
析
を
行
っ
た
。
結
果
と
し
て
、
BP
A
ま
た
は
 
BP
AF
暴
露
マ
ウ
ス
に
お
い
て
、
ヒ
ス
ト
ン
H
4
の
リ
ジ
ン
8
残
基
に
対
す
る
ア
セ
チ
ル
化
修
 
飾
が
、
精
子
発
生
過
程
の
後
半
に
あ
た
る
ス
テ
ッ
プ
13
の
時
期
で
観
察
さ
れ
た
。
ま
た
、
精
巣
 
上
体
精
子
の
D
N
A
メ
チ
ル
化
状
態
を
解
析
し
た
結
果
、
BP
A
暴
露
と
BP
AF
暴
露
に
よ
り
異
 
な
る
ゲ
ノ
ム
上
の
領
域
に
お
け
る
メ
チ
ル
化
レ
ベ
ル
の
変
動
が
検
出
さ
れ
た
。メ
チ
ル
化
が
上
昇
 
し
た
領
域
の
近
傍
に
存
在
す
る
遺
伝
子
を
抽
出
し
、
パ
ス
ウ
ェ
イ
解
析
を
行
っ
た
結
果
、
BP
A 
 
暴
露
マ
ウ
ス
で
は
、
テ
ロ
メ
ラ
ー
ゼ
シ
グ
ナ
リ
ン
グ
や
精
子
の
運
動
性
に
関
す
る
パ
ス
ウ
ェ
イ
、 
BP
AF
暴
露
マ
ウ
ス
で
は
、
性
ホ
ル
モ
ン
シ
グ
ナ
リ
ン
グ
に
関
す
る
パ
ス
ウ
ェ
イ
へ
の
影
響
が
示
 
唆
さ
れ
た
。
BP
A
あ
る
い
は
BP
AF
の
慢
性
的
な
暴
露
は
、
精
子
発
生
過
程
に
お
け
る
ヒ
ス
ト
 
ン
H
4
リ
ジ
ン
8
残
基
に
対
す
る
ア
セ
チ
ル
化
、
お
よ
び
精
巣
上
体
精
子
の
D
N
A
メ
チ
ル
化
レ
 
ベ
ル
に
影
響
を
与
え
る
こ
と
を
明
ら
か
に
し
た
。
本
論
文
の
第
4
章
で
は
、
特
に
BP
AF
に
着
 
目
し
、雌
雄
親
世
代
に
対
す
る
慢
性
的
な
暴
露
が
次
世
代
雄
個
体
の
中
枢
神
経
系
お
よ
び
生
殖
内
 
分
泌
系
に
及
ぼ
す
影
響
に
つ
い
て
解
析
し
た
。
そ
の
結
果
、
次
世
代
雄
個
体
に
お
い
て
空
間
連
想
 
記
憶
能
力
の
有
意
な
低
下
を
引
き
起
こ
す
こ
と
を
明
ら
か
に
し
た
。
ま
た
、
海
馬
に
お
け
る
 
G
AB
A
受
容
体
サ
ブ
ユ
ニ
ッ
ト
の
発
現
低
下
が
示
さ
れ
、
空
間
連
想
記
憶
能
力
低
下
の
一
因
で
 
あ
る
こ
と
が
示
唆
さ
れ
た
。
一
方
で
、
生
殖
内
分
泌
系
に
お
い
て
は
、
特
に
大
き
な
影
響
は
検
出
 
さ
れ
な
か
っ
た
。
本
研
究
で
は
、
ビ
ス
フ
ェ
ノ
ー
ル
類
の
長
期
間
に
わ
た
る
暴
露
は
、
た
と
え
低
 
用
量
で
あ
っ
た
と
し
て
も
生
体
に
影
響
を
与
え
る
こ
と
を
明
ら
か
に
し
た
。
ま
た
、
そ
の
暴
露
影
 
響
は
次
世
代
個
体
に
対
し
て
も
予
期
せ
ぬ
形
で
顕
在
化
す
る
可
能
性
を
示
し
た
。そ
し
て
化
学
物
 
質
暴
露
影
響
に
関
し
て
、
新
た
な
側
面
か
ら
検
討
し
た
本
研
究
は
学
術
的
な
価
値
も
高
い
。
し
た
 
が
っ
て
、
本
研
究
は
博
士
（
農
学
）
の
学
位
を
与
え
る
に
ふ
さ
わ
し
い
も
の
で
あ
る
と
判
定
し
た
。 
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